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（論文審査の要旨） 
学位申請論文「Formation of 8-nitro-cGMP in osteocytic cells」について、上記の主査１名、副査２名が個別
に審査を行った。 
 
 骨細胞は骨へのメカニカルストレスに応答する機能を有し、一酸化窒素 (Nitric Oxide: NO)はその過程にお
いて重要な役割を担っている。NOシグナルには、可溶性グアニル酸シクラーゼの活性化を経て cGMP依存的
シグナルを伝える経路と、NOが酸素や活性酸素種と反応して生じる活性窒素種がタンパク質や核酸などの生
体分子をニトロ化、ニトロソ化および酸化する経路がある。最近、これらのシグナルにより 8-ニトログアノシン 3 ', 
5'-環状一リン酸 (8-nitro-cGMP)という下流シグナル分子が作られることが発見された。そこで本研究では、骨
細胞における 8-nitro-cGMPの生成とその機能について解析をおこなった。 
 骨細胞様細胞株である Ocy454細胞内と骨組織における 8-nitro-cGMPの産生を免疫染色法で検出した。
8-nitro-cGMPを細胞培養系に添加すると、タンパク質のグアニル化が認められた。さらに、骨代謝調節因子で
ある副甲状腺ホルモン (PTH)やプロスタグランジン E2 (PGE2)の刺激によりOcy454細胞中で 8-nitro-cGMPの










1. 骨で NO産生に関与する経路は何が考えられるか述べよ。 
 NOSには nNOS、eNOS、iNOSの三種類のアイソフォームが存在している。骨における NOSの発現には以前
から様々な報告がある。NOSアイソフォームは全て骨にも発現していることがわかっている。eNOSノックアウトマ
ウスではエストロゲンの反応低下が認められ雌マウスでは軽度骨粗鬆症の様態を呈したという報告がある。ま
た、メカニカルストレスを受けた骨芽細胞と骨細胞では eNOSによる NO産生が起きることが報告されている。 
2. 実験系として NOSを骨細胞に強制発現して NOを産生する系は考えなかったのか。 
 NOS の強制発現の系も考えるべきだった。あるいは NO ドナーの投与をすべきであった。nNOS、eNOS はカ
ルシウム依存性であり、iNOSは非依存性である。今回の実験では NOSの強制発現は行っていないが、シグナ
ル伝達の下流にCaを持つPTH、PGE2による刺激でnNOS、eNOSを、また、炎症生サイトカインの刺激で iNOS
の発現を上昇させる培養系を用い、抗 8-nitro-cGMP 抗体にて免疫染色を行った。その結果 PTH、PGE2では
8-nitro-cGMPの生成が上昇したが、炎症生サイトカインでは変化は見られなかった。このことから、本実験で 







サイトカインの TNF-αや IL-1βではそうならなかったと考えられるか。 
 NOS には nNOS、eNOS、iNOS の三種類のアイソフォームが存在している。nNOS、eNOS はカルシウムイオン
依存性に NOを産生する。iNOSはカルシウム非依存性に NOを産生する。PTH、PGE2の下流のシグナルには
カルシウムイオンがあり、本実験では、骨細胞様細胞 Ocy454 において、炎症性サイトカインにより誘導される
iNOS よりも nNOS あるいは eNOS が iNOS より優位に発現したため、相対的に 8-nitro-cGMP の生成量も多く
なったと考えられる。 
2. Osteocyte は一般的にメカニカルストレスを感受して、細胞機能が変化するといわれている。本研究では
Sost, Rankl, Opgを主として観察しているが、次に行う研究として観察すべき因子は何か。 
 メカニカルストレスを受けた骨細胞では Sost (Sclerostin遺伝子)の発現が低下することがよく知られており、本














 8-nitro-cGMP は cGMP 依存性タンパク質キナーゼ(PKG)を活性化し、cGMP 依存性のシグナルを伝達する。細胞




2. 免疫染色と SDS-PAGE で用いた二つの抗体とそれに対する二次抗体の特性について説明せよ。 
 抗 8-nitro-cGMP抗体は、マウスの monoclonal抗体で、cAMPやグアノシンなどの構造の類似した分子とは反応せ
ず、抗原特異性が高い。抗 S-グアニル化抗体は、ウサギの polyclonal抗体であり同様に抗原特異性が高いと報告さ
れている。 
 
主査の高見委員は、両副査の質問に対する回答の妥当性を確認するとともに、本論文の主張をさらに確認する
ために上記の質問をしたところ、明確かつ適切な回答が得られた。 
以上の審査結果から、本論文を博士（歯学）の学位授与に値するものと判断した。 
（主査が記載） 
